Sviluppo e applicazione di un test di adesione spermatica alle cellule oviduttali nella specie bovina. by Gollin, Giulia
 
 
  
 
UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI PADOVA 
DIPARTIMENTO DI MEDICINA ANIMALE, PRODUZIONI E 
SALUTE 
Corso di laurea magistrale a ciclo unico in 
 Medicina Veterinaria 
 
Sviluppo e applicazione di un test di 
adesione spermatica alle cellule 
oviduttali nella specie bovina 
 
 
 
Relatore 
Prof. Calogero Stelletta  
Laureanda: Giulia Gollin 
Matricola n. 564606 
 
 
 
ANNO ACCADEMICO 2015/2016 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Alla mia Famiglia.  
 
 
 
 
5 
 
 INDICE 
 
Riassunto......................................................................................................................... 7 
Abstract........................................................................................................................... 8 
1. INTRODUZIONE ....................................................................................................... 9 
1.1 TECNICHE DI RIPRODUZIONE ASSISTITA .................................................... 9 
1.1.1 Inseminazione Artificiale ............................................................................... 10 
1.1.2 Superovulazione e Trasferimento Embrionale ............................................... 11 
1.1.3 Sessaggio Seminale ........................................................................................ 12 
1.1.4 Produzione Embrionale In Vitro ..................................................................... 12 
1.2 L’ ODISSEA DELLO SPERMATOZOO............................................................. 15 
1.2.1 Capacitazione.................................................................................................. 17 
1.2.2. Iperattivazione ............................................................................................... 19 
1.3 TEST FUNZIONALI PER LA VALUTAZIONE DEL SEME ............................ 20 
1.3.1 Computer Assisted Sperm Analysis (C.A.S.A) .............................................. 21 
1.3.2 Citometria a Flusso ......................................................................................... 24 
         1.3.3 Prove In Vitro di Adesione Spermatica alla Zona Pellucida e alle Cellule   
             Oviduttali……………………………………………………………………….25 
1.4 ANATOMIA DELL’ OVIDOTTO ....................................................................... 27 
1.4.1 Fluido Oviduttale ............................................................................................ 28 
1.4.2 Interazione tra Sperma e Fluido Oviduttale.................................................... 30 
SCOPO DELLA TESI .................................................................................................. 33 
2. MATERIALI E METODI ........................................................................................ 34 
2.1 FASE DI SVILUPPO DEL TEST......................................................................... 34 
2.2 ESECUZIONE DEL TEST SU SEME DI TORI CON FERTILITA’ DI CAMPO 
NOTA E CON TORI BURLINI ................................................................................. 37 
 
 
6 
 
 
 
 
7 
 
 RIASSUNTO 
 
Le classiche procedure per la valutazione del seme basate sul breeding soundness 
evaluation (BSE) richiedono tempi e costi elevati. Tecniche incluse in questa valutazione 
come il CASA hanno dimostrato avere dei limiti sia per quanto riguarda la mancata 
standardizzazione degli strumenti usati nei diversi laboratori e sia per i diversi metodi di 
analisi dei dati. Inoltre recenti studi mettono in dubbio l’effettiva capacità predittiva di 
questo mezzo per quanto riguarda la fertilità in campo del seme. Molti studi si sono quindi 
concentrati nell’individuare un test semplice e oggettivo in grado di dare la massima 
correlazione tra risultati in vitro e in vivo. Tra i test in vitro è stato valutato il test di 
adesione spermatica alle cellule oviduttali. In questo studio oltre allo sviluppo di un 
protocollo ripetibile di test di adesione spermatica ad espianto oviduttale si è valutata 
l’attendibilità con dati relativi ai parametri CASA e alla fertilità di campo. In ultima 
analisi si è applicato il test a tori di razza Burlina di cui non si è a conoscenza di alcun 
parametro circa l’effettiva fertilità considerato il limitato numero di soggetti disponibili 
per studi standard di fertilità. Analizzando i risultati si è visto come questo test sia capace 
di fornire una previsione sulla fertilità del seme in quanto tori con fertilità di campo 
diversa hanno mostrato una diversa risposta al test di adesione. Il test inoltre ha dimostrato 
dare informazioni aggiuntive ai metodi standard di valutazione seminale.   
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ABSTRACT 
 
 
The common procedures for sperm evaluation based on breeding soundness evaluation 
(BSE) are both expensive and time-consuming. Methods such as CASA have shown their 
limits in reference to the lack of instrument and data-analysis standardization. Recent 
studies question the effectiveness of BSE-based techniques in predicting sperm fertility. 
Several studies focused on finding a simple and reliable test providing maximal 
correlation between in-vitro and in-vivo results. Among in-vitro tests, the sperm—
oviductal cells adhesion test has been evaluated. In this work we assessed both a 
repeatable protocol for this test and its coherence with CASA parameters and field data. 
The test has then been applied to Burlina-bulls, an endangered species whose fertility rate 
is currently unknown. Test results show a satisfying level of predictability of the fertility 
rate. The test also provides additional data compared to standard semen-evaluation 
methods. 
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1. INTRODUZIONE 
 
L’applicazione di biotecnologie animali e specialmente quella relativa alla riproduzione 
(conosciuta come Assisted Reproductive Techniques, ART) è una realtà in espansione nei 
paesi in via di sviluppo e nelle aree in cui l’allevamento bovino e degli animali di interesse 
zootecnico ha la sua maggior attività/crescita (Martinez, 2012). Lo scopo primario di tutte 
le nuove biotecnologie è di aumentare la produzione sia nel settore lattiero-caseario che 
in quello della carne (Velazquez, 2007; Faber et al., 2003). Lo studio e l’applicazione di 
queste tecniche permettono di ottenere i seguenti risultati: 
 incrementare la produttività e la qualità dei prodotti di origine animale; 
 facilitare la diffusione a livello globale di materiale genetico di alto valore; 
 salvare specie o razze in via d’estinzione; 
 creare progenie di sesso e composizione genetica predeterminata in risposta 
all’esigenza del mercato; 
 contribuire ad aumentare la fertilità;  
 controllare la diffusione di malattie legate alla riproduzione o sessualmente 
trasmissibili. 
 
1.1 TECNICHE DI RIPRODUZIONE ASSISTITA 
 
Nei bovini le tecniche di riproduzione assistita (ART) possono essere definite come 
pratiche, di manipolazione degli eventi e/o delle strutture legate alla riproduzione, 
sviluppate con lo scopo di ottenere una gravidanza e da questa prole in salute (Velazquez, 
2008). Queste tecnologie in generale, si applicano nelle fasi di ovulazione, fecondazione 
e sviluppo embrionale. Combinare diverse ART come OvumPickUp (OPU), la 
produzione embrionale in vitro e la vitrificazione per l’ET diretto sembra essere 
ulteriormente vantaggioso (Martinez, 2012).  
Le ART maggiormente applicate nell’allevamento bovino e con il miglior successo sono: 
- INSEMINAZIONE ARTIFICIALE (AI) 
- MULTIPLE OVULATION AND EMBRYO TRANSFER (MOET) 
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- SESSAGGIO SEMINALE 
- PRODUZIONE EMBRIONI IN VITRO (IVP) 
 
1.1.1 Inseminazione Artificiale 
 
L’inseminazione artificiale (AI) resta ancora il principale mezzo per il miglioramento 
delle qualità genetiche degli allevamenti. Combinare l’AI con la crioconservazione del 
seme ha permesso di massimizzare il potenziale riproduttivo di maschi pregiati 
eliminando i limiti portati dal tempo e dalla distanza e permettendo ad un singolo toro di 
generare approssimativamente 50000 discendenti in un anno. I metodi per la 
conservazione del seme hanno raggiunto livelli molto avanzati fornendo seme di ottima 
qualità per l’AI. Nonostante questo, ancora poco comprese sono le cause della perdita 
della fertilità del seme nelle fasi di congelamento e scongelamento (Rodriguez-Martinez, 
2012). La deposizione del seme a livello di corpo uterino è la forma tradizionale di AI e 
porta ad un tasso di gravidanza del 55-60% (Velazquez, 2007). Ad oggi la deposizione 
del seme viene fatta anche a livello di corna uterine. 
La variabilità nella fertilità dei tori è solo uno dei fattori che influenzano questa 
biotecnologia ma un test appurato sulla previsione di fertilità non è ancora stato 
sviluppato. Con l’uso di seme fresco la fertilità è paragonabile all’accoppiamento naturale 
(superiore all’80%) ma con il seme congelato questo indice rimane ancora poco superiore 
al 60% (Martinez, 2012). L’applicazione di un protocollo per la sincronizzazione degli 
estri è risultato utile per migliorare la gestione dell’AI, essendo il rivelamento dell’estro 
ancora problematico in alcuni contesti. Ancora migliore è l’Ovsynch, ovvero la 
sincronizzazione dell’ovulazione, che permette di agire efficacemente, anche senza la 
determinazione dell’estro e con fecondazioni programmate in un tempo stabilito. L’AI 
svolge un ruolo fondamentale anche nei programmi di Multiple Ovulation and Embryo 
Transfer (MOET). 
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1.1.2 Superovulazione e Trasferimento Embrionale 
 
Il contributo al progresso genetico per quanto riguarda la componente femminile si è 
ottenuto grazie a tecniche come l’Embryo Transfer (ET), per la raccolta di embrioni con 
metodiche non chirurgiche (non-surgical embryo transfer), la maturazione, la 
fertilizzazione e la coltura di oociti bovini in vitro. Gli embrioni congelati hanno poi 
permesso la diffusione globale di animali con elevato valore genetico (Faber et al., 2003). 
Nel 1951 è nato il primo vitello da ET chirurgico di un embrione di 5 giorni prelevato alla 
macellazione (Willett et al., 1951). Le prime procedure di ET prevedevano infatti la 
raccolta di embrioni da donatrici selezionate e il trasferimento in animali riceventi 
attraverso la chirurgia. Considerando i limiti pratici di questa tecnica, alla fine degli anni 
‘70 si è passati ad applicare la tecnica non chirurgica (Wright, 1981). Il concetto di 
ovulazione multipla ed ET è stato invece introdotto alla fine degli anni ’80.  Uno dei 
vantaggi della superovulazione e trasferimento embrionale (MOET) è la riduzione 
dell’intervallo generazionale che ha permesso di testare tori non più dai dati produttivi 
delle figlie ma delle sorelle (Smith e Ruane, 1987). Con questo approccio è possibile 
testare geneticamente un toro in tre anni e mezzo, rispetto ai cinque e mezzo usando gli 
schemi dei tradizionali progeny test. Fondamentale in questa tecnica è il ruolo della 
donatrice ovvero il soggetto selezionato geneticamente che è sottoposto a 
superovulazione per la produzione di numerosi oociti. Inizialmente tra i prodotti per la 
superovulazione si usava l’eCG poi surclassata dagli estratti pituitari come l’FSH e LH. 
Questi prodotti, per la loro breve emivita, richiedono iniezioni multiple e per il loro 
utilizzo esistono diversi protocolli. Al momento dell’estro la donatrice viene inseminata 
due volte: a 12 e 24 ore dall’insorgenza dell’estro. Sette giorni dopo si esegue il flushing, 
un lavaggio a livello uterino con lo scopo di recuperare gli eventuali embrioni. Questi 
verranno analizzati e se ritenuti idonei saranno trasferiti nella bovina ricevente 
(preventivamente sincronizzata) altrimenti saranno congelati e crioconservati (Hasler, 
2014; Mapletoft, 1985). Limiti di questa tecnica sono però il basso tasso di gravidanza e 
la risposta variabile delle donatrici alla superovulazione. Il tasso di gravidanza oscilla tra 
il 50-60% con migliori risultati dall’uso di embrioni non congelati e manze come 
riceventi. 
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1.1.3 Sessaggio Seminale 
 
Il Sexed Semen o seme sessato ha permesso di ottenere prole di genere maschile o 
femminile a seconda delle esigenze. Dopo diversi anni di studi nel 1981 si è appurato che 
il contenuto preciso di DNA poteva esser misurato applicando la citometria a flusso. 
Questa ha permesso sia di differenziare, sia di quantificare gli spermatozoi contenenti 
cromosomi XX e quelli con cromosomi XY in modo tale da poterli poi utilizzare sia per 
l’AI che per l’IVF. L’uso di seme sessato nell’ambito dell’IVF è in notevole incremento 
ma molto si deve ancora fare per ottimizzarne l’impiego (Garner et al., 2008). Conoscere 
il sesso del seme risulta essere più vantaggioso economicamente del sessaggio embrionale 
permettendo una vera e propria selezione a priori rispetto alla sola identificazione. La 
predeterminazione del sesso della progenie con l’uso di questa tecnologia consente infatti 
di ottimizzare la produzione sia nel settore della carne che del latte. Limiti del seme 
sessato sono la maggior velocità di degradazione rispetto al seme normale (anche se la 
crioconservazione sembra aver ovviato a questo problema), la necessità di un 
management rigoroso e lunghi tempi richiesti per la selezione, il minor numero di 
embrioni trasferibili prodotti inseminando con questo seme le donatrici superovulate e il 
minor tasso di gravidanza per bovine in lattazione e manze (Velazquez, 2008). 
 
1.1.4 Produzione Embrionale In Vitro  
 
La nascita dei primi vitelli da embrioni interamente prodotti in vitro risale alla fine degli 
anni ottanta (Lu et al., 1988). La produzione in vitro di embrioni della specie bovina è 
una procedura efficiente e già nel 2003 contava più di 100 mila embrioni trasferiti, il 60% 
dei quali in Sud America (Betteridge, 2006). 
 
 Per la produzione di embrioni in vitro si devono applicare tre diversi passaggi: 
 
- in vitro maturation (IVM) 
- in vitro fertilization (IVF) 
- in vitro culture (IVC) 
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Il prelievo degli oociti destinati alla maturazione in vitro può avvenire da differenti tipi 
di donatrici (per età e stato fisiologico) e con diverse metodiche.  
Gli oociti possono esser prelevati post mortem o in vitam. Post mortem attraverso la 
raccolta di ovaie in sede di macellazione; in vitam con la tecnica dell’ovum pick up (OPU) 
che permette l’aspirazione ecoguidata del fluido follicolare e dell’oocita in esso 
contenuto. In ogni caso solo una minor parte degli oociti raccolti si svilupperà in embrioni 
vitali e ciò dipenderà da varie condizioni come lo stato di nutrizione della donatrice 
(Boland et al., 2001), lo stadio dell’oocita all’interno dell’onda follicolare al momento 
della raccolta, dal tipo di maturazione (in vivo o in vitro), dall’uso di seme fresco o 
congelato durante la fertilizzazione e dal tipo di macromolecole presenti durante l’IVC 
(Faber et al., 2003). I vantaggi dell’OPU sono svariati: è una metodica ripetibile e che 
può essere applicata direttamente in allevamento, senza particolari effetti collaterali 
(viene infatti impiegata senza trattare preventivamente le donatrici con le gonadotropine 
evitando così di provocare infertilità e altre patologie a seguito di ripetute 
superovulazioni). La flessibilità di questa tecnica invece è dovuta all’ampio intervallo 
temporale in cui può esser applicata: dai sei mesi di età fino al terzo mese di gravidanza 
e successivamente appena due-tre settimane dal momento del parto (Galli et al., 2003). 
 L’associazione della tecnica di OPU e IVP viene usata per produrre embrioni da bovine 
di alto valore genetico risultate infertili all’AI (repeat breeding) o non rispondenti alla 
superovulazione dei protocolli MOET o con ovidotto ostruito. Permette inoltre di ottenere 
progenie da animali prepuberi e da bovine gravide riducendo così l’intervallo 
generazionale (Chaubal et al., 2005; Faber et al., 2003). Il trasferimento di embrioni 
prodotti in vitro mostra ancora un ridotto tasso di gravidanza rispetto agli embrioni 
prodotti in vivo. Vitelli nati grazie all’IVP risultano aver un più elevato peso alla nascita 
(Large offspring syndrome), un maggior periodo di gestazione, un aumento nell’incidenza 
degli aborti e un aumento delle anomalie congenite rispetto a quelli nati da AI e MOET 
(Van Wagtendonk-de Leeuw et al., 2000; Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006) 
(Fig.1.1.4.1). 
 
 
 
14 
 
Figura 1.1.4.1. Efficienza in termini di numero di figli (su 100 ovociti immaturi) di 
diverse tecnologie riproduttive. 
 
Modificato da Van Wagtendonk-de Leeuw, 2006 
 
 
Come affermato da Martinez (2012) appare chiara l’esigenza di ottimizzare sia la tecnica 
dell’OPU sia dell’IVM che ad oggi sembra essere il maggior ostacolo al successo 
dell’IVP sviluppando così questa alternativa alla tradizionale produzione embrionale. 
Diverse ART sono applicate nell’allevamento bovino (oltre a quelle descritte vanno citate 
la transgenesi e la clonazione). 
 
Ad oggi l’AI resta il metodo con il maggior vantaggio economico (Velazquez, 2008). 
Testare il seme è poco invasivo, sostenibile economicamente e rimane un passaggio 
fondamentale per il successo di tutte le ART. 
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Figura 1.1.4.2. Applicazione delle ART nel bovino. 
                                                                                           Modificato da Velazquez, 2008 
 
 
1.2 L’ ODISSEA DELLO SPERMATOZOO 
   
Lo scopo ultimo dello spermatozoo, la singamia, può essere raggiunto solo con la 
cooperazione e la sincronizzazione da parte di molte cellule durante le fasi che precedono 
e seguono la fecondazione (Holt et al., 2004; Varner, 2015). 
Gli spermatozoi devono andare incontro a notevoli rimodellamenti a livello sia di 
epididimo che di tratto genitale femminile allo scopo di poter raggiungere la capacità 
fecondante. 
 
Varner (2015) stila una lista di questi eventi:  
1. Perdita di molti organelli e citoplasma durante la fase di formazione nel testicolo e 
maturazione nell’epididimo; 
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2. Rimodellamento della cromatina spermatica a livello di epididimo; 
3. Alternazione della membrana plasmatica a livello epididimale per fornire proteine 
importanti per la fecondazione; 
4. Passaggio attraverso l’utero e la giunzione utero-tubarica; 
5. Adesione alle cellule epiteliali oviduttali allo scopo di creare un reservoir spermatico; 
6. Capacitazione; 
7. Rilascio da parte delle cellule oviduttali e passaggio alla giunzione istmico-ampollare 
dell’ovidutto; 
8. Penetrazione attraverso la matrice extracellulare del cumulo ooforo; 
9. Legame con la zona pellucida; 
10. Reazione acrosomiale; 
11. Penetrazione della zona pellucida; 
12. Legame e fusione con l’oolemma; 
13. Dispersione dei contenuti nucleari; 
14. Attivazione dell’oocita; 
15. Formazione del pronucleo; 
16. Organizzazione del fuso mitotico per il “ripristino” della diploidia; 
Tutte queste fasi meritano attenzione e dovrebbero essere analizzate per la produzione di 
seme funzionale.  
Con l’utilizzo dell’AI il seme viene rilasciato a livello di corpo uterino o a livello di corna 
uterine. Il sito in cui viene rilasciato il seme è risultato determinante per il riscontro di un 
maggior numero di spermatozoi a livello oviduttale, favorendo la tecnica di 
inseminazione profonda. Successivamente grazie alla motilità spermatica e alle 
contrazioni del miometrio gli spermatozoi vengono rapidamente trasportati a livello 
oviduttale prima di venir in contatto con l’oocita a livello di giunzione istmico-ampollare.  
Durante questo percorso, l’odissea dello spermatozoo, a livello di tratto riproduttivo 
femminile avverranno processi come la capacitazione e l’iperattivazione essenziali per 
ottenere la fertilizzazione dell’oocita (Suarez, 2008; Scott, 2000). 
A livello di giunzione utero-tubarica (UTJ) e del tratto oviduttale definito istmo caudale 
si crea una sorta di serbatoio. Una spiegazione plausibile della funzione di questo 
serbatoio potrebbe essere quella di permettere solo a pochi spermatozoi di raggiungere 
l’oocita in un certo tempo riducendo così il rischio di polispermia. E’risultato inoltre 
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evidente che questo legame prolunga la vita motile degli spermatozoi (Suarez, 2008). La 
capacità di legame dello spermatozoo alle cellule oviduttali sembra esser determinata da 
fattori come molecole lectin-like presenti sulla superficie spermatica e frazioni contenenti 
carboidrati a livello di superficie epiteliale oviduttale. Nel bovino le proteine che rendono 
possibile l’adesione degli spermatozoi all’epitelio sono state identificate con nome di BSP 
(bovine seminal plasma protein) (Druart, 2012). Quattro sono le proteine leganti l’eparina 
identificate come appartenenti alla famiglia delle BSP e sono BSP-A1, BSP-A2, BSP-
A3, and BSP-30 kd. Queste rappresentano il 70-86% del totale delle proteine contenute 
nel plasma seminale e vengono secrete dalle vescicole seminali (Juyena et Stelletta, 2012; 
Gwathmey et al., 2006).  Polipeptidi e glicoproteine secrete da cellule dell’epitelio 
oviduttale sono risultate aver un effetto positivo per la capacitazione dello spermatozoo e 
per il legame di questo all’oocita (Coy et al., 2012). 
 
1.2.1 Capacitazione 
 
Per capacitazione si intende quella serie di processi che avvengono nello spermatozoo 
durante il transito nel tratto genitale femminile e che gli permettono, dopo essersi slegato 
dall’epitelio oviduttale, di riconoscere l’oocita e legarsi con questo (Liu, 2015; 
Yanagimaki, 1994; Petrunkina et al., 2001). 
La coordinazione e comunicazione tra spermatozoi e cellule oviduttali risulta quindi 
fondamentale per la riuscita della fecondazione (Apichela et Stelletta, 2012). Numerosi 
studi hanno dimostrato che il meccanismo che innesca la capacitazione è l’efflusso di 
colesterolo dalla membrana plasmatica dello spermatozoo. Questo efflusso comporta 
l’aumento della permeabilità e fluidità della membrana plasmatica portando a un aumento 
del calcio intracellulare (Abou-haila et Tulsiani, 2009) oltre che del bicarbonato. 
L’influsso di Ca2+ e HCO3- (con conseguente aumento del pH) porta all’attivazione 
dell’adenilato ciclasi spermatica SpAC (definita anche SACY, soluble adenylyl cyclase), 
enzima dedicato alla sintesi di cAMP (cyclic adenosine monophosphate). L’aumento di 
cAMP intracellulare stimola la protein kinase A (PKA) e altre chinasi incrementando così 
i processi di fosforilazione della tirosina indispensabili per la capacitazione (Galantino-
Homer et al., 2004; Abou-haila et Tulsiani, 2009) (Fig.1.2.1.1). Il calcio inoltre 
interagisce con la calmodulina (CaM) contenuta in gran quantità nella regione della testa 
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e del flagello. La calmodulina grazie a diversi studi in vitro è risultata esser un fattore in 
grado di accelerare il processo di capacitazione aumentando l’attività dell’adenilato 
ciclasi e di tutti i processi che a questo conseguono. 
 
Figura 1.2.1.1. Sequenza di eventi associati a iperattivazione e capacitazione.  
 
 Modificato da Abou-haila et Tulsiani, 2009 
 
Nella capacitazione in vitro gli spermatozoi vengono incubati in un medium contenente 
elettroliti, sostanze energetiche come glucosio o piruvato e accettori del colesterolo 
(solitamente bovine serum albumin BSA, proteina presente in gran quantità anche nelle 
secrezioni del tratto riproduttore femminile). La fosforilazione della tirosina è 
fondamentale sia per la motilità spermatica che per il processo di iperattivazione. 
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1.2.2. Iperattivazione 
 
Yanagimachi (1970) è stato il primo a descrivere l’iperattivazione(HA) come un vigoroso 
movimento del flagello, di uno spermatozoo necessariamente capacitato, simile a un 
colpo di frusta (“whiplash-like beating pattern”). L’aumento della curva flagellare 
caratteristico di questa fase è probabilmente uno dei fattori predisponenti il rilascio, da 
parte degli spermatozoi, delle cellule oviduttali (Suarez et Pacey, 2006). 
L’iperattivazione è determinante per la penetrazione della zona pellucida (ZP), permette 
il rilascio degli spermatozoi aderiti e stoccati a livello di epitelio oviduttale e li spinge 
attraverso il lume e la matrice del cumulo ooforo (Suarez, 2008). 
Il PKA e un ulteriore aumento della concentrazione di Ca2+ intracellulare, oltre che per 
la capacitazione, sono fondamentali per l’attivazione del battito flagellare e per 
determinare l’onda flagellare asimmetrica associata all’iperattivazione. L’aumento del 
Ca2+ intracellulare è dovuto per lo più alla presenza dei canali CatSper localizzati nella 
parte principale del flagello (Coy et al., 2012; Suarez, 2008). Rispetto a quanto riportato 
da Coy et al. (2012), il progesterone è risultato essere un altro componente essenziale, 
partecipando attivamente, insieme all’incremento del pH, all’attivazione dei canali 
CatSper. 
Questi sono solo alcuni dei parametri per la riuscita della fertilizzazione; come affermato 
da Apichela e Stelletta (2012) si devono infatti considerare molti altri aspetti propri degli 
spermatozoi come le caratteristiche stesse del movimento flagellare, la sua differente 
velocità, l’equilibrio osmotico, l’integrità dei recettori chemio e termo-tattici, i peptidi di 
membrana. Fondamentale è inoltre la conoscenza dei fattori propri del fluido oviduttale, 
specie nel periodo periovulatorio (pH, temperatura, concentrazione di Ca2+ e 
bicarbonato) che partecipano alla riuscita di tutti questi eventi, modificando la fisiologia 
stessa degli spermatozoi. 
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Figura 1.2.2.1. Ruolo dell’iperattivazione spermatica indotta dall’ovidotto. 
 
 
 
a) a livello di UTJ si ha il serbatoio spermatico b) lo spermatozoo a livello di istmo 
progredisce con battito flagellare asimmetrico fino al sito di fecondazione c) passaggio 
dello spermatozoo attraverso il cumulo ooforo d) penetrazione della zona pellucida. (Coy 
et al.,2012) 
 
1.3 TEST FUNZIONALI PER LA VALUTAZIONE DEL SEME 
 
Nonostante i molti anni di ricerca, i metodi di valutazione della qualità dello sperma 
continuano a fornire dati imprecisi sulla fertilità. Spermatozoi presenti nel liquido 
seminale manifestano notevole eterogeneità e possono presentare anomalie tali da 
renderli incapaci di prender parte alla fecondazione (assenza della componente 
acrosomiale e deformità flagellare etc.). Questa stessa eterogeneità dovrebbe essere 
maggiormente considerata per lo sviluppo di test di laboratorio più accurati (Holt et al., 
2004). 
L’approccio dei Centri Produttori di seme (semen production centers, SPC) è rivolto a 
fornire il maggior numero di dati correlabili con la buona riuscita della fecondazione e un 
alto tasso di concepimento.  
L’analisi manuale con microscopio ottico è stata a lungo il metodo standard per la 
valutazione del seme ma i suoi limiti derivano dalla grande soggettività dell’esame e dai 
facili errori tecnici. Allo stesso modo l’uso del microscopio a fluorescenza per la 
valutazione dell’integrità di acrosoma, membrana e DNA spermatico è particolarmente 
lento come tecnica visto il numero limitato di spermatozoi analizzabile per campione. Per 
velocizzare l’analisi e per ottenere più informazioni sui diversi parametri 
contemporaneamente si è approdati al Computer assisted sperm analysis (CASA) per 
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quanto riguarda la valutazione della motilità e alla citometria a flusso per raccogliere 
informazioni in tempi più brevi su vitalità, attività mitocondriale, acrosoma e DNA oltre 
che lo stato di capacitazione degli spermatozoi (Vincent et al., 2012). 
 
1.3.1 Computer Assisted Sperm Analysis (C.A.S.A) 
 
Il CASA è una tecnologia sviluppata alla fine degli anni ‘80 che permette di studiare 
parametri fondamentali per la valutazione del seme (sia fresco che congelato), come la 
concentrazione, la morfologia, la motilità totale e progressiva e la velocità degli 
spermatozoi (Mortimer, 2015) con un’alta ripetibilità (Farrell et al.,1997; Amann et 
Wabersky, 2014). 
Le componenti basilari di questa tecnologia sono un microscopio per la visualizzazione 
del campione, una camera digitale (telecamera) per catturare le immagini e un computer 
con un particolare software programmato per analizzare il movimento degli spermatozoi. 
Il conteggio degli spermatozoi, viene effettuato attraverso l’elaborazione, da parte del 
software, delle resistenze elettriche dovute al passaggio delle particelle del campione (una 
alla volta) attraverso un campo elettrico. La rilevazione della motilità e della velocità 
degli spermatozoi invece è permessa attraverso lo studio delle immagini video registrate 
dal computer. La successione dei fotogrammi (frames) è analizzata dal software che 
seguendo parametri imposti dall’operatore, valuta le traiettorie, la velocità e la 
progressione degli spermatozoi (Boryshpolets et al., 2013). 
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Figura 1.3.1.1: Computer Assisted Semen Analysis (CASA) 
 
 
I principali parametri considerati nel CASA sono: 
o VCL (velocity curved line) o velocità curvilinea (µm/s). Velocità media di una 
testa di spermatozoo lungo la sua attuale traiettoria curvilinea, come rilevata 
bidimensionalmente al microscopio. 
o VSL (velocity straight line) o velocità rettilinea (µm/s). Velocità media di una 
testa di spermatozoo lungo la linea retta che unisce la sua posizione iniziale con 
quella finale. 
o VAP (average path velocity) o velocità intermedia (µm/s). Velocità media di una 
testa di spermatozoo lungo la sua traiettoria intermedia nell’unità di tempo. Questa 
traiettoria viene dedotta per mezzo di algoritmi inseriti nel sistema CASA. 
o ALH (amplitude of lateral displacement of the sperm head) o ampiezza dello 
spostamento laterale della testa (µm) dello spermatozoo dalla sua traiettoria 
media. Può essere espressa come valore massimo o valore medio dello 
spostamento. Diversi strumenti CASA calcolano l’ALH mediante differenti 
algoritmi, i valori ottenuti pertanto non sono del tutto comparabili. 
o LIN (linearity) o linearità (%). La linearità di una traiettoria curvilinea, VSL/VCL. 
o WOB o oscillazione (%). Misura dell’oscillazione della traiettoria reale da quella 
intermedia, VAP/VCL. 
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o STR (straightness) o rettilineità (%). Linearità della traiettoria intermedia, 
VSL/VAP. 
o BCF (beat cross frequency) o frequenza del battito (battiti/s) o (Hz). Frequenza 
media con cui la traiettoria curvilinea dello spermatozoo incrocia quella 
intermedia. 
 
I diversi sistemi CASA utilizzano differenti algoritmi per calcolare le variabili di 
movimento. Attualmente non si ha ancora un sistema definito per comparare i dati 
determinati dai differenti sistemi CASA (Fréour et al., 2010; Massany et al., 2008). 
 
 
Figura 1.3.1.2. Terminologia per le variabili analizzate dal sistema CASA. 
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I limiti di questa tecnica riguardano sia i protocolli di preparazione del campione che la 
calibrazione dello strumento; anche la temperatura a cui viene svolta l’analisi e la 
concentrazione di spermatozoi del campione oltre al tipo di extender utilizzato possono 
alterare i risultati. 
Fissare dei parametri e condizioni standard è fondamentale per ottenere una correlazione 
ripetibile e valida tra CASA e la fertilità (Vincent, 2012; Massanyi et al., 2008). 
 
1.3.2 Citometria a Flusso  
La citofluorimetria o citometria a flusso è una metodica di laboratorio automatica e 
multiparametrica che permette di valutare caratteristiche citologiche e biochimiche di 
cellule in sospensione all’interno di un fluido di trasporto, che interseca ad alta velocità 
una sorgente di eccitazione composta da uno o più laser. Con questa tecnica è possibile 
rilevare informazioni sul numero e sulla vitalità degli spermatozoi, sull’integrità di 
membrana, sull’attività mitocondriale, sul DNA e sull’influsso di Calcio (Vincent et al., 
2012; Gillan et al., 2005). Se le particelle sono state marcate con una o più sostanze 
fluorescenti (fluorocromi), al momento del contatto con la fonte elettromagnetica 
eccitante, emanano fotoni con diversa intensità luminosa in base alle caratteristiche 
cellulari. Queste emissioni, o meglio fluorescenze, vengono poi acquisite ed amplificate 
dai fotomoltiplicatori e analizzate da specifici software (Morrell, 1991). Tra le colorazioni 
più utilizzate vi sono la carbossifluorescina diacetato (CFDA) e lo ioduro di propidio (IP); 
la prima assume colorazione verde e viene trattenuta all’interno delle membrane 
plasmatiche integre, il secondo viene trattenuto all’interno delle membrane plasmatiche 
alterate e colora il nucleo degli spermatozoi di rosso (Galli et al.,1998). 
Questa tecnica permette di ottenere un gran numero di informazioni sugli spermatozoi in 
un tempo contenuto ma ha anche dei grossi limiti derivati dall’ elevato costo e ingombro 
delle strumentazioni e dalla necessità di aver a disposizione personale specializzato. 
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1.3.3 Prove In Vitro di Adesione Spermatica alla Zona Pellucida e alle 
Cellule Oviduttali 
 
La capacità fecondante di un seme risulta dalle sue caratteristiche quali e quantitative ma 
anche dalla sua effettiva capacità di intraprendere tutti quei processi che gli permetteranno 
poi di interagire con l’oocita. Il numero di spermatozoi effettivamente fecondanti è solo 
una piccola percentuale di quelli ritenuti validi da analisi di morfologia e motilità, ecco 
perché spesso gli esiti risultano controversi rispetto all’effettivo tasso di gestazione. 
Appare chiara l’utilità di sviluppare test per l’analisi di fasi sempre più specifiche della 
vita spermatica così da individuare e selezionare l’effettivo numero di spermatozoi 
fecondanti.  
Una delle fasi che devono venir indagate è l’adesione alla zona pellucida da parte dello 
spermatozoo essendo questa la prima fase del processo di fecondazione (Wassarman, 
1999) (Fig.1.3.3.1). Benché questo test sia utile per la produzione in vitro di embrioni 
(Apichela et Stelletta, 2012) è risultato però aver risultati controversi per lo più negli 
animali domestici mostrando che la capacità degli spermatozoi di legarsi in vitro alla zona 
pellucida non è correlato alla fertilità effettiva o alla capacità di legarsi agli oociti in vivo 
(Braundmeier, 2002). 
Per la scarsa attendibilità di questo test si è visto necessario elaborare e affiancare a questo 
un ulteriore test che andasse a valutare le fasi precedenti della vita e della selezione 
spermatica già a livello oviduttale, sede in cui si sviluppano le sue capacità fecondanti 
(Apichela et Stelletta, 2012). Questo è il test di adesione spermatica alle cellule oviduttali. 
In questo test l’interazione tra spermatozoi e ovidutto viene valutata attraverso 
l’incubazione in co-coltura degli spermatozoi su espianti di cellule dell’epitelio 
oviduttale, con lo scopo di calcolare il numero di spermatozoi aderiti per unità di 
superficie, quello che viene detto Indice di adesione (IA) e creare una correlazione tra 
questo indice e la fertilità di campo (Petrunkina et al., 2001). Notevoli però sono le 
differenze nei protocolli di questi test. Infatti vengono valutati diversi tratti dell’ovidotto 
(istmo o ampolla) nelle differenti fasi del ciclo estrale; espianti di tessuto oviduttale, di 
vescicole di cellule epiteliali, di monostrati cellulari o di membrane apicali di cellule 
dell’epitelio oviduttale. L’epitelio oviduttale stesso viene ottenuto con metodologie che 
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spaziano dalla raschiatura al taglio o con l’utilizzo di cellule precedentemente coltivate 
in vitro. Benché negli studi di Lefebre et al., (1995) alcune di queste variabili (età, 
segmento oviduttale, fasi del ciclo estrale) siano parse non inficiare molto sull’adesione 
spermatica (Apichela e Stelletta, 2012; Petrunkina et al., 2001) altri studi hanno 
dimostrato che l’adesione degli spermatozoi è maggiore a livello di istmo piuttosto che 
ampolla (Bosch et Wright, 2005) e che le dimensioni dell’espianto possono influire sugli 
indici di adesione (Apichela et al., 2009). Mancano inoltre studi che dimostrino la validità 
di questo test in campo comparando il comportamento degli spermatozoi in vitro e la loro 
effettiva capacità fertilizzante in vivo. 
 
 
Figura 1.3.3.1. Adesione spermatica alla zona pellucida. 
 
Modificato da Wassarman, 1999 
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1.4 ANATOMIA DELL’ OVIDOTTO  
 
L’ovidotto (detto anche tuba di Falloppio o salpinge) è la struttura anatomica sottile e 
tortuosa dove avviene la fecondazione. Si divide in quattro regioni procedendo dal polo 
anteriore dell’ovaio al corno uterino omolaterale: infundibolo, ampolla, istmo e giunzione 
utero- tubarica. L’infundibolo è la porzione deputata al trasporto dell’oocita dopo 
l’ovulazione, l’ampolla è la regione tubulare dilatata dell’ovidutto dove la fecondazione 
è completata, l’istmo è la parte adibita al trasporto del gamete e dell’embrione in cui si ha 
il serbatoio spermatico (Bosch et Wright, 2005).   La mucosa dell’ovidotto presenta 
pieghe primarie e secondarie di diversa altezza e orientamento e tra queste si trova un 
sistema complesso di cripte, tasche e scanalature. L’epitelio è per lo più formato da due 
tipi cellulari: cellule ciliate e non ciliate (cellule secretorie). Durante le diverse fasi del 
ciclo estrale e nei diversi tratti oviduttali distribuzione e morfologia di queste cellule 
variano (Monde´jar et al., 2012). Il successo riproduttivo dipende dalla funzionalità 
dell’ovidotto in quanto la conservazione, la maturazione e la fertilizzazione del gamete 
avvengono in questa sede (Cerny et al., 2015). 
 
Figura 1.4.1. Si mostrano le modificazioni che avvengono a livello dei diversi tratti 
dell’ovidotto.  
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A) durante l’ovulazione l’oocita , ancora in metafase II ,viene rilasciato a livello diinfundibolo 
B) a livello di ampolla si ha la maturazione (indurimento) della ZP , mediata da OVGP1 C) nella 
giunzione istmico-ampollare lo spz riduce la possibilità di legarsi all’oocita D) l’istmo in diverse 
specie risulta essere il tratto in cui avviene la fine della capacitazione si ha il serbatoio 
spermatico. E) l’istmo è anche la regione attraversata dall’embrione prima del suo arrivo 
all’utero e in cui vengono prodotti fattori embriotrofici (Aviles et al., 2010). 
 
1.4.1 Fluido Oviduttale  
 
Il fluido oviduttale (ODF) è composto in parte da elementi trasudati dal siero, attraverso 
i vasi oviduttali e in parte da secrezioni delle cellule dell’epitelio oviduttale (Bosch et 
Wright, 2005). L’ODF è un fluido dinamico in quanto variabile nelle sue componenti 
rispetto alle diverse regioni da cui viene prodotto, al diverso periodo del ciclo estrale, alla 
presenza o meno del gamete in sede oviduttale (Aviles et al., 2010). 
Tra i componenti dell’OFD si hanno: 
 Gli elettroliti come il magnesio (Mg), il cloro (Cl), il potassio (K), il sodio (Na) e 
il calcio (Ca);  
 I substrati energetici per lo più glucosio e piruvato (in minor quantità anche lattato 
e saccarosio), fondamentali per il nutrimento degli spermatozoi, dell’oocita e 
dell’embrione nel transito oviduttale; 
 I lipidi come colesterolo e fosfolipidi, responsabili della stabilità di membrana e 
importanti per il successo della capacitazione spermatica. La quantità di 
colesterolo è risultata esser maggiore nell’istmo rispetto all’ampolla e soprattutto 
in fase luteinica; minore in ampolla durante la fase non luteale. Al contrario i 
fosfolipidi, con la loro funzione destabilizzante verso le membrane plasmatiche, 
sono risultate maggiori in fase non luteale. Questi valori sembrano confermare la 
partecipazione di questi (rispettivamente diminuendo e aumentando) ai processi 
di capacitazione e reazione acrosomiale (Grippo et al., 1994; Ghersevich et al., 
2015) (Fig.1.4.1.1). 
 Le proteine, di natura sierica o prodotte dalle cellule secretorie dell’ovidotto. 
L’albumina sierica bovina (BSA) è la maggior componente proteica dell’OFD e 
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ha il ruolo fondamentale di rimuovere il colesterolo dalla membrana plasmatica 
degli spermatozoi, permettendo così l’inizio della capacitazione. Tra le 
glicoproteine si ha l’Oviduct-specific glycoprotein (OVGP1), proteina che 
modifica la ZP. Tra gli enzimi, fondamentale è la glicosidasi che interviene nella 
modificazione delle glicoproteine della zona pellucida (oltre che quelle della 
membrana delle cellule epiteliali e spermatiche) favorendo così il legame dello 
spermatozoo alla zona pellucida oltre che all’ovidotto. L’attività di questo enzima 
è inoltre risultata diversa nelle varie fasi del ciclo estrale (Ghersevich et al., 2015). 
 
 
 
Figura 1.4.1.1. Effetti delle secrezioni oviduttali sul gamete.  
 
Modificato da Ghersevich et al., 2015 
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1.4.2 Interazione tra Sperma e Fluido Oviduttale 
 
Molti degli eventi fondamentali per la riuscita della fecondazione avvengono a livello 
oviduttale. Il legame tra sperma e ovidotto è un processo reversibile che sembra 
coinvolgere frazioni di oligosaccaridi (fucosio) presenti sulla membrana cellulare 
dell’epitelio oviduttale e una lectina Ca2+-dipendente disposta sulla superficie spermatica 
(PDC-109) appartenente alle BSP e secreta dalle vescicole seminali (Boilard et al., 2002; 
Bosch et Wright, 2005) (Fig.1.4.2.1). 
 
Figura 1.4.2.1. Rappresentazione grafica dell’interazione spermatozoi-ovidotto. 
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a) PDC-109 associata alla membrana plasmatica dello spermatozoo; b) nell’ovidutto PDC-
19 si lega ai residui fucosilati presenti sulla membrana apicale delle cellule epiteliali 
oviduttali (OEC); c) la perdita, dalla superficie spermatica, o la modificazione di PDC-
109 associata con la capacitazione facilitano il rilascio degli spermatozoi dal reservoir 
(Bosch et Wright, 2005). 
 
Le secrezioni oviduttali e il legame degli spermatozoi alle cellule oviduttali sono 
indispensabili per il mantenimento della fertilità spermatica. Diversi studi infatti hanno 
evidenziato modifiche nella fisiologia spermatica successivi all’interazione di questi con 
il fluido oviduttale. Si sono dimostrati cambiamenti a livello di membrana spermatica, 
aumento della motilità e dell’abilità fertilizzante favorendo l’induzione della reazione 
acrosomiale (Boilard et al., 2002; Abe et al., 1995; Petrunkina et al., 2001). 
Dallo studio di Gualtieri e Talevi (2000) è emerso che:  
 solo spermatozoi con acrosoma intatto aderivano alle bovine oviductal ephitelial 
cells (BOEC); 
 l’acrosoma degli spermatozoi legati viene conservato intatto;  
 il rilascio degli spermatozoi probabilmente è dovuto a modifiche della superficie 
innescate dalla capacitazione.  
Gli spermatozoi adesi appaiono essere quindi ancora non sottoposti a capacitazione, 
privi di goccia citoplasmatica, con morfologia migliore, con basso contenuto di Ca2+ 
intracellulare e con processi di fosforilazione della tirosina inattivati. L’adesione 
all’epitelio sembra essa stessa un mezzo di selezione spermatica (Apichela et Stelletta, 
2012) in grado di far progredire solo gli spermatozoi di buona capacità fertilizzante. 
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Figura 1.4.2.2. Spermatozoi legati al tratto istmico. 
 
Prove in vitro hanno dimostrato che la capacitazione spermatica può esser favorita 
creando una co-coltura di spermatozoi e un monostrato di cellule oviduttali (oviduct 
epithelial cell monolayers: OECM) (Abe et Hoshi, 1997). 
Le componenti biochimiche presenti a livello di OAPM (oviduct epithelial cell apical 
plasma membrane), capaci di modulare le diverse fasi utili per incrementare la capacità 
fecondante del seme, sono ancora poco conosciute. Questo anche per il limite imposto 
dal CASA nell’analisi di seme incubato con cellule oviduttali. Tra quelle conosciute si 
citano l’oviduttina, glicoproteina secreta durante la fase follicolare del ciclo estrale e 
capace di conservare gli spermatozoi motili (Abe et al.,1995). Il rilascio degli spermatozoi 
adesi alle cellule oviduttali è mediato da cambiamenti della membrana dello spermatozoo 
probabilmente riferiti al processo della capacitazione. Come riferito da Talevi et Gualtieri 
(2001) glicoconiugati solfati quali l’eparina e il fucoinato sono risultati essere sia potenti 
inibitori dell’adesione che induttori del rilascio di spermatozoi adesi a cellule oviduttali 
in vitro. 
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SCOPO DELLA TESI 
 
Con questo lavoro si è sviluppato un protocollo di test di adesione degli spermatozoi ad 
espianti di cellule oviduttali e si è stimato l’attendibilità. Si è elaborato un test economico, 
ripetibile e facilmente applicabile in campo e in un tempo contenuto.  
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2. MATERIALI E METODI 
 
Il lavoro per lo sviluppo di un protocollo di test di adesione spermatica alle cellule 
oviduttali è stato elaborato in tre fasi. 
La prima fase ha previsto l’individuazione di una metodologia semplice ed 
economicamente sostenibile per testare le capacità di adesione di spermatozoi bovini 
scongelati ad espianti di cellule oviduttali utilizzando le informazioni ottenute in 
letteratura e considerando l’uso del microscopio ottico. 
La seconda fase ha analizzato il seme di tori con fertilità di campo nota con il test 
elaborato nella fase precedente, rapportando i parametri ricevuti dall’Associazione 
Nazionale Allevatori Frisona Italiana (ANAFI) con quelli riscontrati dal test. 
La terza applica il test d’adesione a seme di tori Burlini con fertilità di campo non nota; 
per questa razza infatti risulta complicato ottenere dati dal conception rate in campo in 
quanto razza in via d’estinzione. 
 
2.1 FASE DI SVILUPPO DEL TEST 
 
Per lo sviluppo del test ci si è basati su dati reperibili in letteratura procedendo poi alla 
selezione solo di quelli che erano più attinenti alle caratteristiche ricercate per il nostro 
test.  Per le diverse prove sono state prelevate ovaie di bovine macellate subito prima 
della raccolta degli ovidutti.  Non si è tenuto conto dei diversi stadi del ciclo estrale ma 
si sono escluse dal campionamento le bovine affette da evidenti patologie uterine (metriti, 
salpingiti). Le ovaie raccolte al Macello Fratelli Tosetto di Campo San Martino sono state 
trasportate al laboratorio di Ostetricia del Dipartimento MAPS immersi in soluzione 
fisiologica a temperatura ambiente (20-22° circa), per un tempo di trasporto di circa 45 
minuti. Sotto cappa biologica gli ovidotti sono stati isolati dal mesosalpinge, ripuliti dal 
tessuto circostante per ridurre il rischio di contaminazione della coltura da parte di cellule 
non epiteliali e sono stati incisi longitudinalmente con lama di bisturi (n. 11) in modo da 
esporre la mucosa (Fig.2.1.1). Con visione a stereomicroscopio (NIKON SA6000) è stato 
prelevato l’espianto di cellule oviduttali della parte istmica, sezionando una porzione di 
35 
 
mucosa pari a circa 0,1 mm x 1 mm. La parte di mucosa prelevata è stata poi disposta su 
un vetrino e instillata con 50 microlitri di medium. Sono stati provati in via preliminare 
diversi tipi di medium e tempo di incubazione in atmosfera controllata (5% CO2, 98 % 
umidità) (Heraeus Heracell). I sei protocolli provati in questa prima fase vengono così 
schematizzati:   
 PBS - 10 minuti; 
 h-TALP - 10 minuti; 
 PBS - 20 minuti; 
 h-TALP - 20 minuti; 
 PBS - 30 minuti; 
 h- TALP - 30 minuti. 
Figura 2.1.1. Ovidotto bovino prima e dopo la separazione dal mesosalpinge. 
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I due medium presi in considerazione in questo studio sono: 
- PBS 1X (“Phosphate buffered saline”, o in italiano “tampone fosfato salino”) è 
una soluzione salina contenente Cloruro di Sodio, Sodio Fosfato e Potassio 
Fosfato ed è una sorta di soluzione fisiologica, isotonica non tossica per le cellule 
che viene comunemente utilizzata nei laboratori di biochimica e biologia per 
lavare cellule, riequilibrare i campioni e preparare soluzioni. In questo studio è 
stato usato PBS Sigma 10g/ L. 
- H-TALP (“Tyrode's Albumin Lactate Pyruvate”). Il protocollo per la preparazione 
di 100ml di soluzione è il seguente: Cloruro di Calcio: 310mg/L; HEPES (acido 
4-2-idrossietil-1-piperazinil-etansolfonico): 2383 mg/L; Cloruro di Magnesio: 
81.32 mg/L; Cloruro di Potassio: 230.95 mg/L; Bicarbonato di Sodio: 2100mg/L; 
Cloruro di Sodio: 5850mg/L; L-lattato di Sodio (60%):3.68ml; Fosfato di 
Sodio:40,02mg/L. A questi sono stati aggiunti BSA (Bovine Serum Albumin): 
300mg, Piruvato di sodio 1ml, Gentamicina 150µg. 
Terminata l’incubazione con PBS o h-TALP, l’espianto è stato messo in contatto con il 
seme. È stato utilizzato un seme congelato in paillette da 0,5 ml contenenti ognuna 14 
milioni di spermatozoi. Lo scongelamento è stato effettualo a 37° per 60 secondi e il seme 
successivamente è stato diviso in due aliquote da 0,25 ml l’una e diluito, con medium 
mantenuto a 37°, in rapporto 1:1. Al vetrino con l’espianto di cellule oviduttali sono stati 
aggiunti 5µl di seme diluito, contenente approssimativamente 35000 spermatozoi motili. 
Il vetrino è stato poi incubato per il tempo previsto dal protocollo considerato. Durante 
queste fasi son stati testati dieci campioni di seme, ognuno con le sei combinazioni di 
protocolli. 
Successivamente è stata eseguita la lettura del vetrino mediante microscopio ottico 
(Olimpus CX41) e senza nessuna colorazione con magnificazione di 400 X. Per il 
conteggio si è considerato come campo leggibile quello in cui l’espianto di cellule 
oviduttali percorreva rettilineamente il diametro maggiore del campo visivo e contando 
esclusivamente gli spermatozoi ancora motili e adesi ad un solo lato dell’espianto 
cellulare. Per ogni vetrino son stati valutati tre campi ed è stata considerata la media dei 
tre conteggi (Fig.2.1.2). 
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Figura 2.1.2. Spermatozoi legati all’epitelio oviduttale. 
 
 
Modificato da Ardon et al., 2016 
 
2.2 ESECUZIONE DEL TEST SU SEME DI TORI CON FERTILITÀ 
DI CAMPO NOTA E CON TORI BURLINI 
Raccolta dati 
La collaborazione del Centro Tori Intermizoo è stata essenziale per l’esecuzione di questa 
fase. Sono stati raccolti i dati relativi a: 
 indice ercr (estimated relative conceptions rates) con un valore che va da -5.00 
per tori poco fertili a +5.00 per tori molto fertili (dati forniti dall’ANAFI); 
 attendibilità dell’indice ercr maggiore dello 0,98; 
 dati CASA (Hamilton-Thorne IVOS) delle cannucce usate per l’AI da cui è 
derivato l’indice ercr; 
 dati di disponibilità di dosi inseminanti relative ai prelievi che hanno contribuito 
alla definizione dell’indice ercr; 
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I dati raccolti sono stati riportati in un unico file excel (Microsoft Excel, versione 14.6.7) 
e classificati in dipendenza dell’appartenenza delle seguenti classi di indice ercr:  
 classe 1 (ercr > 1.00): tori ad alta fertilità; 
 classe 2 (ercr -1/+1): tori a media fertilità; 
 classe 3 (ercr <1.00): tori a bassa fertilità. 
Test di adesione su tori con diversa classe di ercr  
Da ognuna delle classi sono stati selezionati random cinque tori e per ogni toro sono state 
considerate tre dosi di seme appartenenti ai lotti di produzione che hanno contribuito alla 
definizione dell’ercr. Il medium ed il tempo di incubazione è stato scelto in dipendenza 
dei test preliminari. Sono state considerate 3 dosi di seme e per ognuna, dopo il contatto 
con 3 espianti oviduttali, sono stati contati gli spermatozoi adesi su 3 campi microscopici 
seguendo la procedura riportata nella fase preliminare. 
 Test di adesione su tori Burlini senza classe di ercr 
Sono stati considerati 8 tori di razza Burlina (Fig. 2.2.1) inseriti nel programma BIONET 
del PSR misura 214H WP1. È stato applicato lo stesso protocollo dei tori con ercr e si è 
valutata la capacità di adesione ad espianti di cellule oviduttali. 
Analisi descrittiva e statistica 
Le prove relative all’uso dei diversi medium e dei diversi tempi di incubazione 
presentavano evidenti differenze quando si prendeva in considerazione 10 minuti di 
incubazione con una enorme variabilità dei risultati. Si sono quindi considerati soltanto il 
tempo di 20 minuti di incubazione e come medium il PBS perché più economicamente 
sostenibile. 
I dati raccolti dal sistema CASA (MOT, PROG, VAP, VSL, ALH, LIN e STR) riferiti a 
singole sessioni di prelievo di seme, sono stati classificati in dipendenza delle classi di 
indice ercr. Inoltre i parametri di VCL e di DANCE sono stati calcolati con i fogli excel 
applicando le formule esistenti in letteratura. Sono stati calcolati gli scarti dalla media in 
termini di numero di DS per tutti i parametri CASA e derivati.  
Per entrambi i gruppi di tori, con e senza ercr, seguendo la procedura GLM del software 
SIGMASTAT 2.03 è stata eseguita ANOVA per misure ripetute considerando come 
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variabile indipendente l’appartenenza alle classi di indice ercr e come variabili dipendenti 
il numero medio di spermatozoi adesi e tutti i parametri del CASA.    
 
 
 
 
Figura 2.2.1: Toro di razza burlina. 
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3. RISULTATI 
 
L’analisi ha rivelato che il tempo di incubazione di 10 minuti era soggetto ad un’ampia 
variabilità di risultati sia con l’uso di PBS sia con l’uso di h- TALP. L’uso di 
un’incubazione di 20 o 30 minuti garantiva dei risultati per lo più sovrapponibili 
utilizzando i due diversi medium.  
La scelta dei tori di razza Frisona, per quanto riguarda la seconda fase dello studio, ha 
tenuto conto di un ampio background derivato dall’analisi di dati forniti da ANAFI e dati 
elaborati su questi tori attraverso l’analisi CASA.  
Il parametro fondamentale è l’Estimated Relative Conception Rate (ERCR) che 
rappresenta l’effetto del toro sulla percentuale di non ritorni delle vacche inseminate 
espresso come differenza rispetto alla media della percentuale di non ritorno ottenuti con 
semi degli altri tori. Questo valore viene calcolato usando dati derivati dai controlli 
funzionali (progeny test) a disposizione dell’ANAFI (Gaviraghi et al., 2010). 
I valori dei parametri cinetici dei tre gruppi di tori con diverso ercr sono riportati nella 
tabella n 3.1 e nel grafico 3.1. 
L’approccio analitico che ha preso in considerazione lo scarto medio dalla media in 
termini di numero di deviazioni standard ha potuto identificare come la classe 1 di ercr 
presenta uno scarto positivo maggiore rispetto alle altre due classi per quanto riguarda il 
parametro MOT (%) e PROG (%). La classe 3 presenta i più alti positivi scarti dalla media 
per quando riguarda i parametri VAP, VSL, STR, VCL e DANCE (Grafico 3.2).  
Per quanto riguarda il test di adesione con seme di tori con indice ercr si è evidenziato 
una differenza significativa (P<0,001) tra classi di ercr (Grafico 3.3 e tabella 3.1)
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Tabella 3.1. Valori (media  DS) dei parametri di cinetica spermatica (CASA) dei 3 gruppi di indice ercr. Valori (media ± e.s.m.) del 
numero di spermatozoi adesi ad espianti di cellule oviduttali. di tori Frisoni con classificazione di indice ercr (Classi di CR 1,2,3) e di 
tori Burlini. 
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Grafico 3.1. Valori dei parametri CASA dei 3 gruppi di tori con classificazione ercr. 
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Grafico 3.2. Scarto di DS dalla media (N) dei gruppi di tori (1, 2, 3) selezionati per il 
test di adesione. 
 
. 
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Grafico 3.3. Valori medi di spermatozoi adesi ad espianti di cellule oviduttali suddivisi 
per classi di indice ercr. 
 
 
 
Il test d’adesione applicato sugli otto tori di razza Burlina ed eseguito su tre dosi di 
seme per ciascun toro ha dato i risultati riportati nel grafico 3.4. 
Grafico 3.4. Valori del test di adesione di 8 tori Burlini con dati di fertilità di campo 
sconosciuti.  
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4. DISCUSSIONE 
 
 Le tecniche che prevedono lo studio degli spermatozoi per quanto riguarda gli aspetti 
morfologici sono solo in parte affidabili nello stimare la capacità fecondante del seme 
analizzato, infatti non tengono conto di tutte quelle modificazioni fondamentali che 
avvengono a livello oviduttale e che influenzano in modo decisivo sul processo di 
fecondazione. 
De Pauw et al. già nel 2002 descrivono l’importanza dell’elaborazione di un test in vitro 
capace di predire la fertilità dei tori e quindi il non-return rates (NNT). Il NNT definisce 
la percentuale di vacche che non ritornano in calore dopo 56 giorni dall’inseminazione 
sul totale di vacche inseminate ed è fondamentale per stabilire la fertilità in campo. In 
base a queste necessità è stato quindi sviluppato un modello per quantificare gli 
spermatozoi adesi all’epitelio oviduttale attraverso microscopia a fluorescenza ed è stata 
avvalorata l’ipotesi che la densità spermatica rinvenuta possa essere usata per predire la 
fertilità del toro in vivo (Fig.4.1). 
Figura 4.1. Adesione spermatica a un espianto di cellule oviduttali visto con 
microscopio a fluorescenza. 
Modificato da De Pauw et al.,2002 
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Per quanto riguarda questo lavoro, attenendoci al nostro scopo, cioè trovare un test di 
adesione spermatica alle cellule oviduttali ripetibile, semplice da applicare ed economico, 
si è deciso di utilizzare per la visualizzazione del processo di adesione un microscopio 
ottico ovviando al costo ben più elevato e al processo ben più complicato richiesto dalla 
microscopia a fluorescenza. 
 La scelta di utilizzare l’espianto di cellule oviduttali è stata fatta con lo scopo di 
mantenere il più possibile le caratteristiche morfologiche dell’ovidutto così da poter esser 
più vicini a ciò che avviene in vivo. Inoltre è stato dimostrato come ci sia una più elevata 
densità di legame degli spermatozoi utilizzando l’espianto piuttosto che il monostrato 
cellulare (De Pauw et al., 2002). 
È stato scelto di isolare l’istmo e di valutare in questo il processo di adesione. Secondo 
alcuni Autori qui viene a crearsi il serbatoio spermatico e iniziano modificazioni 
determinanti per la fecondazione quali capacitazione e iperattivazione (Apichela et al., 
2009). Altri Autori indicano il legame degli spermatozoi all’epitelio istmico come 
fondamentale per il mantenimento della motilità e definiscono l’adesione a livello 
ampollare come passaggio grazie al quale la capacitazione viene intensificata (Abe et 
Hoshi, 1997). Abe et Hoshi (1997) riportano anche che le secrezioni da parte delle cellule 
oviduttali variano per tipo e quantità nei differenti tratti oltreché nei diversi periodi estrali 
(Fig.4.2). Considerando che a livello di istmo il seme adeso non è ancora andato incontro 
ad iperattivazione (Gualtieri e Talevi, 2000) si capisce che analizzare l’adesione del seme 
a questo livello permette di valutare più realisticamente le capacità fecondanti del seme. 
A livello ampollare rispetto al tratto istmico si rileva la maggior parte di spermatozoi 
“free-swimming” evidenziando che la motilità dell’iperattivazione possa essere un fattore 
importante per la mobilizzazione degli spermatozoi dal tratto istmico verso il tratto 
ampollare (Mortimer, 1997). Il seme durante l’AI viene deposto a livello di corpo uterino 
e andrà poi a livello oviduttale dove avvengono i vari eventi necessari per il successo 
riproduttivo. 
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Figura 4.2. Percentuale di cellule secretorie e ciliate nei diversi tratti oviduttali e 
nei diversi periodi estrali nella bovina. 
Fimbrie (F), ampolla (A), istmo (I), giunzione utero-tubarica (UTJ). (Abe et Hoshi, 1997) 
 
Se il seme usato in questa tecnica risultasse avere un alto numero di spermatozoi già 
iperattivati questi arriverebbero in sede di fecondazione presumibilmente ipovitali, per 
aver consumato riserve energetiche, e inoltre non andrebbero incontro a tutte quelle 
modifiche derivate dal processo di adesione e importanti per il processo di fecondazione. 
Risulta quindi interessante correlare l’ercr con parametri come l’iperattivazione. 
Per quanto riguarda il nostro studio il campionamento degli ovidotti non ha tenuto conto 
della fase del ciclo estrale in cui si trovava la bovina ma ci si è limitati a escludere gli 
ovidotti provenienti da bovine con evidenti patologie uterine e oviduttali. La letteratura 
riporta come gli ormoni steroidei ovarici siano ben conosciuti come fattori di regolazione 
oviduttale. Estrogeni e progesterone son stati dimostrati regolare processi come 
l’adesione e il rilascio spermatico a livello oviduttale, la capacitazione e l’iperattivazione 
(Cerny et al., 2015). 
A differenza di altri studi (Apichela et al., 2009) in cui per spermatozoi e ovidotti 
venivano usati medium diversi noi abbiamo cercato di standardizzare il test utilizzando 
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solo un medium per entrambi. Durante l’elaborazione del protocollo per il nostro test 
l’utilizzo di PBS o di h-TALP non ha interferito sui risultati. Per quanto riguardo l’h- 
TALP già gli studi di De Pauw et al. (2002) avevano avvalorato l’uso di h-TALP rispetto 
ad altri medium (come IVF-TALP e TCM-199) perché permette di ottenere una maggior 
conservazione della vitalità spermatica nel tempo. L’uso del PBS sia per il seme che per 
l’ovidutto è riportato in diversi studi non dare particolare variazioni nei risultati rispetto 
al TALP (Farrell et al., (1996); Lefebvre et Suarez (1996)). In base alla bibliografia e ai 
nostri test si è deciso quindi di ricorrere al solo uso del PBS in quanto più semplice da 
preparare, più facilmente conservabile e più economico. 
Studi di Petrunkina (2001) e Apichela (2009) hanno dimostrato che minore è la superficie 
dell’espianto oviduttale prelevata (<10000 µm2), migliore è la capacità di visualizzazione 
degli spermatozoi adesi all’epitelio e minore è il rischio di incorrere in errori di 
valutazione. In questo lavoro si è scelto di prelevare circa 0,1 mm x 1 mm (0,1 mm2) di 
mucosa ricorrendo all’uso dello stereomicroscopio. Nella nostra idea di sviluppo di un 
test facilmente applicabile in campo ed economico questo resta un parametro importante 
ma non di precisione. L’uso dello stereomicroscopio non è quindi da ritenersi 
fondamentale.  
Figura 4.3. Stereomicroscopio 
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Fondamentale per standardizzare le osservazioni effettuale al microscopio ottico è invece 
definire la misura dell’espianto analizzato o meglio determinare un’unità di superficie a 
cui correlare i dati di adesione. In questo studio è stata scelta come misura il campo 
microscopico, rispettando l’obiettivo del nostro lavoro cioè creare un test di adesione 
applicabile in campo e in modo semplice prescindendo dall’uso di strumentazioni capaci 
di misurare precisamente l’espianto in sede di analisi. La letteratura per quanto riguarda 
la conta degli spermatozoi adesi riporta invece la necessità di definire l’area dell’espianto 
(Apichela et al., 2009) e su questa calcolarne l’adesione e di eseguire una colorazione in 
fluorescenza intravitale (De Pauw et al., 2002).  
Nello studio di De Pauw et al. (2002) è risultato che 30 minuti di incubazione della co-
coltura sono sufficienti come tempi per valutare l’adesione. Nel nostro studio si è visto 
confermato che tempi di 30 e 20 minuti danno risultati sovrapponibili in termini di 
adesione. 
Ecco quindi che per lo svolgimento della seconda fase dello studio si è ricorsi all’uso del 
PBS come medium e 20 minuti come tempo d’incubazione. 
Nella seconda fase di studio si è utilizzato il protocollo sviluppato in fase 1 per testare 
seme di tori di fertilità nota così da investigare la capacità predittiva del test sulla fertilità.  
I parametri CASA del nostro studio non si discostano da quelli riportati dalla letteratura 
(vedi Kathiravan et al, 2001; Farrell et al., 1998) relativi alla specie bovina.  
Il CASA è appurato essere un buono strumento per confrontare la qualità del seme fresco 
e congelato (Defoin et al., 2008) ma ancora poco chiara risulta la sua reale utilità nel 
predire le capacità di fecondazione in campo (Kathiravan et al., 2011; Puglisi et al., 2012). 
Anche nel nostro studio è stata riscontrata una mancanza di variazione tra i dati CASA in 
dipendenza della la fertilità data dal CR. Ipotesi che è stata fatta per giustificare 
quest’ultimo aspetto è l’incapacità del CASA di valutare l’iperattivazione (HA) con i 
parametri standard ricavati dallo strumento. Cercando di includere questo fattore, 
discriminante per la fertilità del seme, come parametro deducibile dai dati del CASA si 
son sviluppate formule e si sono stimati valori in grado di predire l’HA (Mortimer et al., 
2015; Mortimer, 1997). Ad oggi la letteratura riporta come comprovato che 
l’iperattivazione sia distinguibile attraverso un aumento dei parametri VCL e ALH con 
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un corrispondente calo del LIN. Vi è inoltre un valore derivato dai parametri CASA e 
definito DANCE (=VCL x ALH mean) per la determinazione dell’iperattivazione 
(Mortimer, 1997; Holt et al., 2007).  
Analizzando i dati nel nostro lavoro e specificatamente quelli legati al parametro derivato 
DANCE è possibile ipotizzare che ci sia un grado di iperattivazione più elevata nei 
soggetti con scarsa fertilità che giustificherebbe l’assenza di variazioni significative tra 
dati CASA in dipendenza dell’indice ercr. 
 Il CASA infatti nel determinare il numero degli spermatozoi e nel valutarne la motilità, 
con i parametri standard, non tiene conto della presenza di spermatozoi iperattivati e in 
quando tali infertili.  
Il test d’ adesione invece in quanto test funzionale permette, escludendo dalla valutazione 
gli spermatozoi iperattivati in quanto incapaci di aderire all’istmo, di stimare più 
verosimilmente l’effettiva fertilità del seme testato. Il test di adesione, elaborato ed 
applicato nel nostro studio, ha determinato per queste stesse classi una differenza 
significativa dimostrando una maggior coerenza di valori tra i soggetti della stessa classe 
CR e una maggior variabilità tra le classi. 
Ad avvalorare l’uso di questo test anche lo studio di Puglisi et al. (2012) in cui si afferma 
che l’integrità di membrana è risultata essere il parametro più strettamente correlato con 
la fertilità rispetto alle convenzionali analisi fatte sul seme. Vantaggio di questo test è 
anche che l’adesione già di per sé discrimina gli spermatozoi iperattivati ma anche quelli 
con acrosoma non integro (questi infatti non si legano all’ovidutto) risultando esso stesso 
un criterio di selezione degli spermatozoi con buona capacità fecondante (Talevi et 
Gualtieri, 2001; Apichela et Stelletta, 2012). Gli spermatozoi che si legano agli espianti 
oviduttali sono caratterizzati da uno stato non capacitato, acrosoma intatto, morfologia 
superiore e una normale struttura della cromatina. E’stato inoltre dimostrato che la 
proporzione di spermatozoi non capacitati presenti nel seme congelato è positivamente 
correlato con la fertilità. Gli spermatozoi non capacitati avendo una maggior 
sopravvivenza sono avvantaggiati durante il loro transito verso il sito di fecondazione a 
livello oviduttale. Quindi ad una più alta percentuale di spermatozoi non capacitati 
corrisponde un più alto numero di spermatozoi adesi e più alta sarà la capacità fecondante 
dell’eiaculato (De Pauw et al., 2002). 
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Per quanto riguarda la terza fase di studio, il test è stato applicato su tori Burlini di cui 
non si aveva alcun dato circa la fertilità. Il seme utilizzato, selezionato in modo casuale, 
è stato raccolto e congelato seguendo rigidamente i protocolli di trattamento del seme 
usati per le dosi utilizzate nelle altre fasi di studio. Dai risultati del test però si vede come 
tutti e gli otto tori abbiano una media di adesione simile tra loro e che nell’applicare il 
test per le tre dosi di seme per ogni toro ci sia notevole ripetitività. Paragonando questi 
dati a quelli relativi ai tori di razza Frisona è evidente che nessuno raggiunge valori di 
spermatozoi adesi simili a quelli della classe di fertilità più alta e invece molti hanno 
valori di spermatozoi adesi simili a quelli della classe di fertilità inferiore.  
Ad oggi il motivo di questo diverso comportamento del seme di razza Burlina può essere 
solo ipotizzato e dovrebbe essere correlato con dati di campo per la valutazione della 
fertilità effettiva dei tori utilizzati nello studio. Tra le ipotesi che si posso fare in base ai 
dati rilevati consideriamo: 
- una diversa risposta razza specifica al test di adesione degli spermatozoi ad 
espianti di cellule oviduttali;               
- una ridotta fertilità di razza; 
- una minore resistenza del seme alla manipolazione / preservazione 
Il protocollo sviluppato per l’esecuzione del test ha dimostrato la sua validità e ripetibilità, 
anche in questa fase. I vantaggi del protocollo sviluppato sono la maggior semplicità di 
esecuzione, il minor costo della strumentazione e materiali di consumo (non richiedendo 
l’uso né di microscopio a fluorescenza e di coloranti) rispetto ad altri protocolli di test 
d’adesione. 
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5. CONCLUSIONI 
 
Il nostro studio come altri (Petrunkina, 2001) ha confermato che il numero di spermatozoi 
legati ad un espianto oviduttale è un parametro sensibile e riproducibile. Benché sia ormai 
affermata la relazione tra fertilità e dati CASA (Farrell et al., 1997), è necessario associare 
altri strumenti per aumentare la previsione di successo del seme. Il test di adesione nella 
sua semplicità concettuale e di attuazione è risultato essere strettamente legato alla 
fertilità di campo, mostrando dati più significativi rispetto ad alcuni parametri CASA e 
altamente ripetibili. Sebbene molti altri studi debbano essere svolti per appurare il legame 
tra questo test e la fertilità del seme appare ad oggi che l’iperattivazione sia la chiave di 
lettura per il confronto tra metodiche. Appare comunque chiara la possibilità di far 
rientrare il test di adesione spermatica alle cellule oviduttali nei protocolli di Breeding 
Soundness Examination (BSE). 
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